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La presente invention a pour objet un procede pour ameliorer la tole- 
rance a T injection intraveineuse de gammaglobul ine produite par precipitation 
a parti r du sang ou de produits sanguins. 

On sait que le sang est un fluide forme d'une partie liquide et d'une 
partie solide. La partie solide est formee de globules blancs, de globules 
rouges et de plaquettes. 

Le plasma, ou partie liquide du sang, contient environ 90% d'eau et 10* de 
matieres solides. Ces matieres solides contiennent notamment la ganrnaglobulfne 
qui, on le sait, peut etre employee pour le traitement de maladies infect-jeu- 
ses et leur prophylaxie. L'isolement de ces gammaglobulines necessite d'eli- 
miner du plasma toutes les autres substances qu'il contient; ceci est en 
effet la condition permettant d'obtenir une gammaglobuline pure. 

Pour provoquer la precipitation et l'isolement de la gammaglobuline 
contenue dans le sang, on emploie une methode connue sous le nom de Methode 
COHN (cf. T article de Cohn et al . dans la revue J. Amer. Chem. Soc. Vol 68, 
pages 459-475; Vol. 72, pages 465-474). 

Cette methode connue consiste a partir d'un plasma provenant de divers . 
echanti lions de sang et a lui faire subir une precipitation fractionnee^dans 
des conditions di verses^ Lors de la premiere etape, effectuee a une temperature 
de 3°C et a un pH de 7,2, on obtient, apres addition d'une proportion de 8% 
d'ethanol, un premier sediment essentiellement forme de fibrinogene. Le liquide 
resultant, subit alors une deuxieme etape dans laquelle, a pH 5,6, il est 
additionne d'une proportion de 19% d'ethanol; on obtient ainsi une nouvelle 
precipitation. Le precipite ainsi obtenu contient la gammaglobuline. On^ 
procede alors au traitement de purification de ce precipite, appele fraction 
Cohn II-III, par dilution puis addition, a pH 5, d'une proportion de 8% 
d ! ethanol, ce qui conduit a une nouvelle precipitation. La solution resultante, 
apres addition d'une proportion de 25% d'ethanol, a pH 7,2, donne lieu a une 
nouvelle precipitation. Le precipite ainsi obtenu est alors additionne a une 
solution tampon et, apres filtration dans des conditions steriles, est dispo- 
nible pour T administration a des etres humains. 

On a constate, dans de nombreux cas, que 1 'injection intraveineuse de 
gammaglobuline obtenue selon des methodes connues, conduit a une action anta- 
goniste du fait de complications dues a des reactions du corps humain. 

Aussi , a-t-on tente d'ameliorer la tolerance a I'injection par voie 
intraveineuse de la gammaglobuline. Parmi les nombreuses methodes connues, et 
decrites dans la litterature medicale, on peut citer les methodes suivantes: 
qui ont conduit a une certaine amelioration de cette tolerance : 
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a) le traitement de la gammaglobulin par des enzymes convenables; 

b) 1'hydrolyse a des concentrations en ions hydrogene elevees (par 
exemple pH 4,0); 

c) la modification par action de betapropiol actone. 

5 On a effectivement constate que ces methodes connues permettent de modi- 

fier les molecules de gammaglobuline et de modifier leur structure chimique 
de sorte que leur efficacite decrolt et que leur duree de sejour moyenne dans 
I'organisme soit plus courte. 

La presente invention a pour objet un procede nouveau pour augmenter la 

10 tolerance a Tinjection intraveineuse de la gammaglobuline, lequel procede 
presente I'avantage d'eviter les inconvenients des procedes connus et, en 
outre, de conduire aux ameliorations suivantes : 

- les molecules de gammaglobuline employees necessitent pratiquement 
pas de modification de leur structure; 

15 - Vactivite antagoniste par comparaison avec celle des preparations 

de gammaglobuline connues est tres fortement reduite; 

- la duree de sejour dans Vorganisme est augmentee et le produit est 
mieux tolere que les produits connus. 

Ces buts sont atteints grace au procede de 1 1 invention qui consiste a 
20 augmenter la tolerance a Tinjection intraveineuse de gammaglobuline, par 
redissolution de la gammaglobuline, prealablement obtenue par precipitation 
a parti r du sang ou de produits sanguins, en presence de substances macro- 
moleculaires protectrices de la molecule de globuline et qui en provoquent le 
deplacement, telles qu* hydroxyethylamidon , gelatine, dextrane, albumine, 
25 polyalcools, polyvinyle, en ce qu»on en provoque la precipitation, puis a 
nouveau la reprend dans une solution de serum physiologique- 

L'activite de 1 'hydroxyethylamidon correspond presentement a un optimum; 
il est toutefois egalement possible d'obtenir une action comparable par 
addition des autres substances nommees . 
30 Par exemple, le precipite peut etre dissous dans une solution aqueuse 

tamponnee d' hydroxyethylamidon dont le pH est compris entre 3,5 et 8,0. Un 
pH de 6,5 a 6,9 est tout parti culierement favorable pour cette operation. 

La teneur en hydroxyethylamidon dans la solution aqueuse peut etre 
comprise entre 1 et 30%; une teneur comprise entre 8 et 10% d'hydroxyethyl- 
35 amidon est tout parti culierement convenable 0 

II est preferable, quoique non necessaire, que le poids mol§culaire de 
1 hydroxyethylamidon soit compris entre 1000 et 900 000. 
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Apres une nouvelle dilution d U prgcipitg de gammaglobuline dans la 
solution tamponnee d'hydroxyethylamidon, on ajoute au melange une proportion 
de 10% de polyethyleneglycol. Le melange contient des composants qui preci- 
pitent et des composants qui ne precipitent pas; ces derniers precipitent 
sous Taction du polyethyleneglycol; on procede ensuite a une centrifugation 
Au Heu de polyethyleneglycol, il est possible d'employer pour la precipitation 
d'autres polyalcools sous une forme polymerisee. Le melange est alors a 
nouveau centrifuge. La solution resultante est alors additionnee, a un P H de 
7,0 a 7,2, d'une proportion de 20% de polyethyleneglycol, puis est soumise 
a une nouvelle centrifugation. Le prgcipitg ainsi obtenu est alors, de fagon 
convenable, dissous dans une solution de serum physiologique et mis en solution 
dans 5% d'albumine. Apres filtration dans des conditions steriles, la solution 
obtenue est disponible pour 1 ' administration a des etres humains. 

D'autres buts et avantages de la presente invention apparaitront a la 
lecture de la description suivante et des exemples donnes a titre non limitatif. 
Separation de la gammaqlobuline 

On part d'un melange de plasma, que Ton additionne de 8% d'gthanol puis 
qu'on laisse precipiter a un pH de 7,2 et a une temperature de -3X: On provoque 
de cette facon la separation de la fraction I. La solution ainsi formee est 
alors additionnee a -5°C et a pH 5,8, de 19% d'ethanol. On provoque de cette 
fagon la separation de la fraction II-III, qui est formee de garmiaglobuline. 
Le prgcipite est alors a nouveau dissous et on en provoque la prgcipitation a '* 
pH 5 par addition de 8% d'ethanol. La solution resultante est ensuite addi ti onn§e', 
a pH 7,2, de 25% d'gthanol, ce qui provoque une nouvelle precipitation. Le 
precipitg ainsi forme (fraction II) est au moins forme de 90% de gammaglobuline. 
Reduction de Tactivitg antaqoniste 

Le precipite de gammaglobuline est a nouveau dissous dans une solution 
aqueuse tamponnee, a pH 6,7, de fagon que la concentration dans la solution 
aqueuse soit de 6%; on ajoute alors a cette solution aqueuse une proportion de 
- 10% d'hydroxyethylamidon. L ' hydroxygthyl ami don ainsi ajoute provoque la 
separation des agrggats prealablement formgs et, simultanement, agit a titre 
protecteur sur la gammaglobuline qui ne s'est pas agglomerge. 
Transfert dans une solution de sgrum physiologique 

Apres addition de 10% de polyethyleneglycol, le mglange ainsi forme est 
soumis a une centrifugation. La liqueur resultante est additionnge, a pH 7,2, 
de 20% de polygthyleneglycol puis subit une nouvelle centrifugation. Le prgci- 
pite ainsi forme est dissensions, une solution de sgrum physiologique et est 
amene a une concentration de 5.2% d'albumine, puis ensuite filtrg dans des 
conditions steriles. On obg^nt ainsi une forme disponible pour 1 'administration 
a des §tres humains. 
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D'autres buts et avantages apparattront 3 la description des figures 

iointes, donnees a titre non limitatif. 1am , H ™- 
La figure 1 presente la structure chimique de 1 -hydroxye hy am^on 
la figure 2 presente un diagramme immuno-electrophorese de dnfferente 

rrent e . ^ .m-^ 

pnorese «■ series sanguines nobles tandis q ue la »1t« Infirleure 

gramme se rapporte aux substances suivantes : 
10 a) gammaglobuline standard;. 

b) gammaglobuline a modification prot§olytique; 

c) gammaglobuline a modification par le betapropiolactone; 

d) gammaglobuline preparee selon le procede de 1 'invention. 

Les essais qui ont donne lieu aux diagrammes (a) a (c) se rapportent a 
15 des preparations qui se trouvent dans le coerce. Ces essais montrent qu en 
plus Via ligne relative a la gammaglobuline (la ligne ayant 1 -aspect d une 
Nellie .Hon*, a la droite du diagramme) d'autres counts al ^ques 
du sang numain. La ligne de la gammaglobuline dans le cas 
tb) corresoondant a la modification chimique est precise. Dans le cas de 
20 vLsaiTc) correspond au cas du serum temoin, la ligne de la ga^aglobul.ne 
est deplacee par rapport a celles des essais (a) et (b). 

On constate clairement, a la comparison de ces figures, que dans le cas 
de 1'essai (d) on ne se trouve en presence que de gammaglobuline pure car 
la ligne en forme de faucille du spectre se trouve etre comparable a celle 
?r nhtpnup dans le cas du serum normal. . 
De ces diagrams, 11 est egalement possible de voir que la 
obtenue selon le procede de 1 "invention presente une puret, P"«^ nt J^ 
1 'ordre de 100* et que la gammaglobuline est en total it* celle que contenait 
initialed le serum sanguin. Ceci signifie que la molecule n'a ate m 
30 flee ni chimiquement changee. De ces propriety 11 resulte egalement un cer- 
tain nombre de oroprietes avantageuses de la gammaglobuline selon le nouveau 
procede, a savoir la tolerance a Vinjection intraveineuse de la gamma- 
globuline et son activite antagoniste tres notablement reduite par rapport 
aux corps resistants, ce que Ton constate aux tests in vUro. 
35 A titre d'avantages supplemental res, 11 convient encore de noter qu au 

stockage, la gammaglobuline ainsi obtenue presente une plus grande stab^te. 
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REVENDICATIONS 

1. - Procede d'obtention d'une solution susceptible d'ameliorer la tole- 
rance a Tinjection intraveineuse de gaimiaglobuline produite par precipi- 
tation a partir de sang ou de produits sanguins, ce procede etant caracterise 
en ce que le precipite de ganma-globuline resultant est a nouveau dilue dans 
une solution aqueuse en presence de substances macromol ecu! aires qui protegent 
la molecule de globuline et provoquent son deplacement, telles qu'hydroxye- 
thylamidon, gelatine, dextrane, albumine, polyalcools ou polyvinyle. 

2. - Procfide selon la revendication 1, caracterise en ce que la solution 
aqueuse d ' hydroxyethylamidon dans laquelle la gammaglobuline precipite, est 
a nouveau diluee, et notamment dans une solution de serum physiologiqu'e. 

3. - Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que le preci- 
pite de gammaglobuline est transfers dans une solution aqueuse tamponnee a 
un pH compris entre 3,5 et 8 d 'hydroxyethylamidon. 

4. - Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que le precipite 
est transfere dans ladite solution d 'hydroxyethylamidon a un pH compris 
entre 6,5 et 6,9. 

5. - Proced§ selon Tune quelconque des revendications 2 a 4, caracterise 
en ce que la teneur en hydroxyethylamidon de la solution aqueuse est comprise 
entre 1 et 30% en poids. 

20 6. - Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que la teneur 

en hydroxyethylamidon de la solution aqueuse est comprise entre 8 et 10% en 
poids. 

7. - Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que le poids 
moleculaire d 'hydroxyethylamidon dans la solution est compris entre 1000 et 

25 900 000. 

8. - A titre de medicament permettant d'ameliorer la tolerance a 
Tinjection intraveineuse gammaglobuline, produite par precipitation a 
partir de sang ou de produits sanguins, toute solution obtenue a Taide du 
procede selon une quelconque des revendications 1 a 7. 

30 9. - Procede pour ameliorer la tolerance a Tinjection intraveineuse 

de gammaglobuline produite par precipitation a partir du sang ou de produits 
sanguins, ce procede etant caracterise en ce que Ton administre aux etres 
humams une solution de gammaglobuline prepare a Taide du procede selon 
une quelconque des revendications 1 a 7. 



BNSDOCIO: <FR__2296429A1_ 



PL. 1/2 




BNSDOCID: <FR 2296429A1 J__> 



PL. U/2 



2296429 




SERUM NORMAL 



a) GAMMAGLOBULIN 
STANDARD 

SERUM NORMAL" 



b) GAMMAGLOBULINS 

A MODIFICATION PROTEOLVTI- 
QUE 

SERUM NORMAL 



c) GAMMAGLOBULINE A 
MODIFICATION PAR LE 
BETAPROPIOLACTONE 

SERUM NORMAL 

d ) GAMMAGLOBULINE 
CON FORME A L' INVENTION 



Fig. 2 
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